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EPOTHILONE, DBREN HERSTELLUNGSVERFAHREN UNO IHRE VERWENDUNO ALS ARZNEI- 
MTXTBL UNO PFLANZENSCHOTZENDE MFTTEL 
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EPOTHIL0NE, OEREN HERSTELLUNGSVERFAHREN UNO IHRE VERWENDUNG ALS AR2NEIMITTEL 
UNO P FLANZENSCHUTZENDE MITTEL 



Die Ertindung betrifft Epothiione der folgenden allgemeinen Forme!: 




JL >- tfb 

a S 



worin R 1 Wasaerstoff. C v C 4 -Alkyl. C r C 4 -Alkanoyi, Li*. K*. Na-", 1/2 Mg 2 * Oder 1/2 
Ca 2 * bedeutet und R 2 Wasaerstoff Oder eine Methylgruppe darstellt. 



Femer betrifft die Erflndung ein Epothilon, gekennzeichnet durch einen Oder mehrere 
der folgenden Parameter 
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*) Zuordnung v«rtauschbar 
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C26H39N0 6 S [4931 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)" 

UV (MeOH) (log e) - 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf trtran: 

v: 3429:2966; 2937: 1737: 1691; 1463: 1374; 1295; 1257; 1185; 1150; 1087; 1029: 1014:979 CfTV 1 
DC: R F « 0.75 

DC-Alufolie 60 F^, MercK; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol » 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-Lflschung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhtaen auf 1 20 *C. 

braune Anfamung 

HPLCiRt-Mmin 

Saule: 4 x 250 mm Uchrosorb RP- 1 8 7 jim. Merck; 
RuQ: 1 ,5 ml/min; Laufmrttrt: Methanol/Wasser ■ 65 : 35 
Detektor UV 254 nm 

Des weiteren betriftt die Eriindung ein Epothilon, gekennzetchnet durch einen Oder 
mehrere der folgenden Parameter: 
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1 H-NMR-Daten 


i3ONMR-0aten 


Atom 




Atom 




2a 


2,22 


dd 


1 


170,5 


2b 


2,53 


dd 


2 


39,4 


3 


4,24 


dd 


3 


72,9 


6 


3,23 


in 


4 


53,2 


7 


3,75 


dd 


5 


219,8 


8 


1,73 


m 


6 


43,1 


9a 


1,4 


m. 


7 . 


74,3 


9b 


1,5 


a 


8 


3 6, .6 


10a 


1,4 


m 


9 


30,9 


10b 


1,4 


n 


10 


22,5 


lla 


1,42 


tn 


11 


32,3 


lib 


1,7 


m 


12 


61,3 


12 


- 




13 


81,7 


13 


2,8 


dd 


14 


32,4 


14a 


1,9 


ddd 


15 


76,9 


14b 


2,1 


ddd 


16 


137,5 • 


IS 


5,41 


dd 


17 


120,0 


17 


6,6 


9 


18 


152,1 


19 


6,99 


3 


19 


116,2 


21* 


1,05 


3 


20 


165,1 


22" 


1,36 


3 


21" 


19,7 


23 


1,15 


d 


22" 


21,5 


24 


0,92 


d 


23 


j 13,7 ! 


25 


2,05 


s 


24 




26 


2,69 


3 ■ 


25 


15,7 


27 


1,28 


3 


26 


19,0 (R 1 -CH3) 



') Zuordnung vartauschbar 
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CaTH^NOeStSOTl 

FAB-MS (nag. tonen): 508.25 fur (M • H)* 

UV (MeOH) (log e) « 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim auf Irtran: 

v - 3400: 2958; 2931: 2875: 1735: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1 149: 1049: 977 cnr 1 
DC: Rp • 0,75 

DC-Alufotie 60 F254, Merck; Laufmittel: 
Dlcftiormstharv Methanol - 90 : 10 
OeteMon: 1 . UV-Lflsctiung bei 254 nm 

2. AnsprQhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und ertittzt auf 1 20 *C. 

braune Anfartxjng 

HPLC:R t «6.3min 

SAiie: 4 x 250 mm Ucnro*orb RP- 1 8 7 \an, Mtrck: 
FhjB: 1 ,5 ml/min; Laufmrttel: Methanol/Wasser « 65 : 35 
Oetaktor UV 254 nm 



Besondere bevorzugt and Epothilone mit der folgenden Strukturformel: 
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worin R 2 Wasserstoff odor Methyl bedeutet (Das Kohlenstoffatom der Mathylgnjppe 
wild ais C27 bazeichnet). Femer betrifft die Erfindung em Verfahren zum Gewinnen von 
Epothfloneit, Insbosondart dervorstehend charakterisierten Epothilone, das dadurch 
gekannzeichnet 1st da3 man den Stamm So ce90 DSM 6773 

in einem Kohlenstoffquellen, Stfckstoffqueilen und Mineraisalze enthaltenden 
Medium kuffivienY 

entweder wihrend der KuMvierung das Slammes Oder anschlleBend ein 
Adsorberhara zusetzt 

die FermenterbfQhe abtrennt 

die Epothilone aus dam Adsorberhaiz eluiert und 

die Buate direkt Oder flber waiters Reinigungsschritte von denvden 
Losungsmittel(n) befreit. 

- und gegebananfalis Ober Hcchdruck^edafdruckchromatographia und/oder 
Umknstaillsation die verecMedenen Epothilone aufteinigt und voneinander trennt 

QagebenenfaJIs kflnnen die so gewonnenen Epothilone mit gangigen chemischen 
Verfahren waiter umgeeem weiden. z.B. mit Baser in die Alkali- und Erdalkaiisalze 
Qberfflhit und gegebenenfafls wetter zu Ethem umgesetzt weiden. Oder sie kflnnen mit 
organischen Sfluran in die entsprachenden Ester Qberfflhit weiden. 

Femer betrifft die Erfindung ein Mtttsi fur dsn Maiuenschutz in Landwirtscnan. 
Foistwiitschaft und/oder Gartenbau. bestehend aus einem Oder mehreren der 
vorstshend aufgefflhrtsn EpothOone Oder eines Oder mertrere deser Epothilone 
anthaitend, gagebenenfafs neben einem Oder mehreren ubiichen Trflgerfn) und/oder 
VetdflnnunQsmfttaKn). 
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SchlieSlich betrifft die Erflndung ein therapeutisches Mittel. das insbesondere 
cytotoxische Akttvitfiten entwickeln und/oder Immunsuppression bewirken kann, 
bestehend aus einem Oder mehreren der vorstehend aufgefGfmen Epotftilone Oder eines 
Oder mehrere dieser Epothilone enthaltend, gegebenenfalls neben einem Oder mehreren 
ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungsmrttel(n). 

- Administrationsform: oral 

• Doai8 0.5 bis 200 mg (Or einen Menschen mit 70 kg Normalgewicht 

• Verwendungszweck: Antitumor 

Im folgenden wird die Enlndung anhand von Beispielen und experimentellen Oaten 
naher ertautert 

ProduktJonsstamm 

Stamm So ce90 wurde im Juli 1985 an der Geseilschaft fOr Biotechnologische 
Forschung (GBF) aus einer Bodenprobe von den Ufem des Zambesi, im sudlichen 
Afrika, tsoiiert. Der Stamm ist bet der Deutschen Samrrtung von Nikroorganismen 
(OSM) unter Nr. 6773 hintetlegt. 

Stammkuitur und morphologische Beschreibung: Oer Stamm wachst auf Cellulose als 
einziger KoHenstoff- und Energiequeile mit KNO3 als einage Sbckstoffquelle. z.B. auf 
Rlterpaoier uber ST21 MineraJsalzagar (0.1% KNO3; 0.1% MgSO« x 7 H 2 0; 0.1% CaCfe 
x 2 H 2 0; 0.1% «2HP0 4 ; 0.01% MnS0 4 x 7 H 2 0; 0.02% Feds; 0.002% Hefeextrakt: 
Standard-Spureneiementloaung; 1 % Agar). Auf diesem Medium warden 
dunkelrotbraune bis scnwarzbraune Frucfttkflrper gebttdet bestehend aus kleinen 
Sporangioien (etwa 1 5 bis 30 um Duichmesser) in mefir Oder weniger groSen dichten 
Haufen und Paketea 

Oer Stamm wachst sehr gut mit Glucose und KNO3, z.B. auf CA2-Agar (Grundmedium: 
1 .5 g Agar in 92 mi Aqua dest: Stammlosung 1 : 7.5% KNO3. 7.5% K2HPO4 in Aqua 
dest; Stammlosung 2: 1 .5% MgS0 4 x 7 H 2 0 in Aqua dest; Stammlosung 3: 0.2% 
. CaCl2 x 2 H20. 0.1 5% FeC4 in Aqua dest ; Stammtdsung 4: 20% Glucose in Aqua dest 
Die Stammiosungen warden durch Autofciavieren sterilisiert Je 1 mi der losungen 1 bis 
3, sovwie 5 ml der Losung 4 werden dem Grundmedium zugegeben, ebenso eine 
geeignete Menge einer Spurenelementlosung). 
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Die vegetatfven Stabchen haben die fOr Sorangium typache Form (reJatfv derbe, im 
Phasenkontrastmikroskop dunWe, zylindnsche Stabchen mit breit abgerundsten Enden, 
im Mlttel 3 - 6 pm lang und 1 \xm dick). Nach lingerer Adaptation an das Wachstum in 
ROssigmedien wachst der Stamm in homogener Zellsuspension. 

Oer Stamm So ce90 preduziert chemiach nahe verwandte Verbindungen, die 
antibiotiscne AktMtfit besitzen. Insbeeondere sind diese Verbindungen cytotoxisch 
sowie antifungal wirksarn. Hervorzuheben ist z.B. die Hemmung von Mucor hiemalis. 

Produktlon der biologisch aktrven Verbindungen: 
Die Verbindungen warden wahrend der logarithmischen bis hin zur stationaren 
Wachstumsphase produzierL Bne typiscfte Fermentation vertiuft folgendermaBen: En 
1 00 l-Fermenter wird mit 60 i Medhim (0.8% Starke; 0.2% Glucose; 0.2% Soyamehl; 
0.2% Hefeextrakt; 0.1% CaCfe x 2 HjO; 0.1% MgS0 4 x 7 H^O; 8 mg/l Fe-EDTA; pH 7.4) 
gefOdt Beimptt wird mit 10 1 einer im gieichen Medium jedocfi zusatzlich mit SO mM 
HEPES-Puffer pH 7.4 in SchOtteikolben angezogenen Vorkultur (160 upm. 30 *C). 
Fermentitrt wird bei 32 'C mit einer ROhrgeachwindigkeit von 500 upm und einer 
BetQftung von 0.2. NL pro m 3 und Std, der pH Wert wird durch Zugabe von KOH bei 7.4 
gehaiten. Of* Fermentation dauert 7-10 Tage. Ole gebiideten aktfven Verbindungen 
befmdensichteflaimOoerstandundteaiindenZeiien. 

Alternate dazu kann in Gegenwart von Adsorberharzen (z.B. XAD-1 1 80. Rohm und 
Haas. 2-5 %) fermentiert werden. 

laoUenmg von Epothlon A und B 

Wahrend der Fermentation von Sorangium ceUufosum So ce80 (z.B. 70 1 
Fermematksnavotumen) In Gegenwart einee Adsorbernarzes (Z.B.: XAD-1 180. Rohm 
und Haas, 2 % vAr) werden dte gebiideten Antibiotika Epothiton A (Abb. 1) und B (Abb. 
2) vcllatinolg an das Harz gebunden. Nach Abtrennung der KutturbrOhe (z.B. durch 
Absiebsn in einem Prozs8filter) wird das Harz mit 3 BettvoKjmen Wasser gawasctien 
und mit 4 Beth/ohimen Methanol eluJert Die vereinigten Buate werden im Vakuum bis 
auf den Wassergehatt etatgeengt und dreimai mit je 0.2 1 Ethytacetat extrahiert Die 
vereinigten Ethyiacetatextrakte werden zur Trockne eingeengt (ca. 40 g 
Trockengewteht). - 
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Oer Rohextrakt wind in 50 mi Methanol aufgenommen und an Lichroprep RP-1 8 25*40 
urn (Saule: 400 x 100 mm; FluS: 200 ml/min; Merck Prepbar) isokratisch mil 
Methanoi/Wasser 6/4 chromatographiert Die Epotnilone enthaltenden Fraktionen (R, ca. 
95-125 min) warden durch RP-1 8 NiederdnjckcnromatograpNe aufgereinigt. (Saule 
400 x 60; HO-SH-1 8-20-60. Labomatic: Laufmittei: Methanoi/Wasser 65/35; Flu 8 25 
ml/min; R t Epothilon A: 140- 165 min; R, Epothiion 8: 170 • 195 min). 

Die Feinreinigung der Epotnilone erfoigt durch Kristallisation aus 

1 . Epothilon A: Toluol/Ethyiacetat -3:2 

2. Epothilon B: Ethyiacetat 

Epothilon A 

Cj^NOflS T4931 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fOr (M • H)' 

1 H-NMR-Oatens.Tab. 1 

i3c-NMR-0aten s. Tab. 2 

UV (MeOH) Xn^i (log c) • 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v: 343* 2908: 2937: 1737: 1601: 1403: 1374; 1296: 1257: 1185: 1150: 1087: 1029: 1014: 979 Cm- 1 
DC: Rp ■ 0,75 

DC-AMolie 60 F254. Merck; Laufmittei: 
Dlchiormethan/Methanoi - 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-Loschung bei 254 nm 

2. Anapruhen mit Vaniilin/Schwefeisaure-Reagenz und erhnzen auf 1 20 *C. 

braune Anttitung 

HPLC: R, - 5,4 rren 

Sfluto: 4 x 250 mm Uchrosorb RP-18 7 um. Merck; 
Ru6: 1,5 ml/min; Laufmittei: Methanoi/Wasser - 65 : 35 
Detektor UV254nm 
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Epethilbn B 

CaTH^NOeS [507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 ffir (M - H)* 
iH-NMR-Oatens. Tab. 1 
i3c-NMR-Daten s. Tab. 2 

UV (MaOH) ^ (log e) » 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

V ■ 3400: 2958: 2931: 2875: 1735: 1689: 1629: 1609: 1483: 1378: 1250: 1 149: 1049: 977 Cfir 1 
DC: R F - 0,75 

DC-AJufolie 60 F2S4. Merck; Laufmtttel: 
Oichlormethan/Methanol »90 : 10 
Detektfon: 1. UV-Lfischung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanilfin/Scriwefelaaure-Reagenz und erhitzt auf 120 *C, 

braune Anfaxbung 

HPLC:Rt-6.3 min 

Saule: 4 x 250 mm Uchrosorb RP-1 8 7 nm. Marck: 
RuB: 1 ,5 irt/min; Laufmtttal: Methanol/Wassar » 65 : 35 
Detekton UV 254 nm 
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1 H-NMR-Oaten der Epotfiilone A und B 
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') Zuordnung vtrtauschbv 
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i3ONMR-0atan der Epothflone A und B 
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Anwendungsbeispiti 

Nach bekannten Methoden (T. Meyer, U. Renegass, 0. Fabbro, E. Alteri, J. Rfisel, M. 
MQIIer, G. Caravatti & A. Matter A derivative of staurosporine (CGP 41 251 ) shows 
selectivity for protein kinase C inhibition and in vitro antiproliferative as well as in vivo 
anti-tumor activity. Int. J. Cancer 1989, 43, 851-6) wird Epothilon A auf die Hemmung 
der T-24 Zellinie untersucht. Es wird ein IC S0 Wert von < 0.05 \xM ermittelt 
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PatentansprOche 

1. EpotWIonederallgemeinen Forme! : 




worin R 1 Wasseretoff. C^-AUcyl. C^-Acyl. U*, K*. Nat. 1/2 Mg«* Oder 1/2 Ca** 
bedeutet und R a Wasserstoff Oder eine Mettiyigruppe darsteilt 




worin R? WatMntoff odar Methyl iat 



3. Epottiflon, gtk aiu iu ic iwt durch einen oder mohrere der folgenden Parameter 
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CzeHasNOeS [4931 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M • H)* 

UV (MaOH) Xn,., Oog e) -210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v: 3429: 2966; 2937; 1737; 1691 ; 1463: 1374; 1295: 1257; 1185; 1 150: 1087: 1029: 1014: 979 cnrr* 
DC: Rp • 0*75 

OC-Alufolie 60 F254. Merck; Uufmittel: 
Dichlormethan/MethanoJ - 90 : 1 0 
Detektion: 1 . UV-Lfischung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefelsaura-Reagenz und erhitzen auf 1 20 *C. 

braune AnfSrbung 

HPLC:R,»5,4mif. 

Sflule: 4 x 250 mm Uchrosoit) RP-18 7 |im, Merdc 
FluB: 1,5 ml/min; Laufmfttei: Methanol/Wasser • 65 : 35 
Detaktor: UV 254 nm 

4. Epothilon, gaJka/inwfcftnafdurch •intn odor mehrere der folgandan PaiametQr 
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') Zuoidnung wtauschbar 
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CjtH^NOsSPOTJ 

FAB-M8 (rag. (Often): 5Q&25 (Or (M - H)' 

UV (MeOH) Xfnn (toC e) » 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim auf Irtran: 

v - 3400:2868:2991. 2875: 1738: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1149: 1049: 977 WIT 1 
DC: Rp ■ 0,75 

OC-Alufbito 60 F2S4. Merck; Laufmittel: 
0(chtorm6than/M9th9Jioi - 90 : 10 
Dataktton: 1 . UV-Loachung boi 254 run 

2. Ansprflhen mrt Vanftln/Sdiwafelsaura-ReagefH und trtitat auf 1 20 "C. 

braune Anfiibung 
HPLC:R|«6^min 

Slui*: 4 x 250 ram Ltohroaoit RP-18 7 pm, Merck; 
Ru6: 1.5 mtfmln; Lauftnfltei: Melharol/Waaaer* 66 : 35 
OetaktorUV254nm 
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5. Vertahren zum Heretallen von Epothitonen oach einem der vor anstehtnden 
Anapruche, dadurch gtktnnaietum, dafl man den Stamm So ca90 

in einem Kbhienstoffqueilen, SUckstoffquellen und Mineralsalze enthaltenden 
Medium kultMert, 

entweder wfihrend der Kulttvierung dee Stammes Oder anachlieSend ein 
Adeorberharz zusetzt, 

die FermenterbrfJhe abtrennt, 

die Epotnitone aua dem Adsorbemarz eluiert und 

die Suae direto Oder Qber weitere Reinigungsschrttte von dem/den 
Loaungemraei(n) beftett. 

und gegebenemaae Qber HoehdnKi^Niederdrucfcchraniatographie und/oder 
UmknstaiBaation die veracMedenen Epotnitone aufreinigt und voneinander trennt 

6. Mtttei (Or dan Pflanzenschutz in der Landwirtschaft und Forstwirtscnaft und/oder im 
Garten bau, beetehend aua einem Oder mehreren Epothiionen gemflS einem der 
voranatehenden Anapruche Oder einee Oder mehrerer dieaer Epotnitone entbaltend. 
gegebenenfaJla neben einem Oder mehreren Gbiichen Trager(n) und/oder 
VertiQnnungsmraei(n). 

7. Mrttei nach Anepruch 6. dadurch geaawnefefaiet daB ea ein Fungizid oder 
Fungtotabkum let 

8. Therapeuttochee Mtttet, daa inabeaondere cytotoxische Akbvititen emwickein 
und/oder tmmunauppreeion bewirken kann, beetehend aua einem oder mehreren 
Epctheonen nach einem der Anapruche 1 bis 4 oder dieee Epotnitone entbaltend, 
gegabenentfttfa neben einem oder mehreren Qbiichen Trager(n) und/oder 
VeidQnnungemitleHn). 
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trialkylsilyl, or benzyt or phenyl (both optionally substituted by 1-6C 
alkoxy, 6C alkyl, OH and halo). 

USE • The compounds are used in plant protectants for agriculture, 
horticulture and forestry, and in pharmaceuticals, especially as 
cytostatics (claimed). They are derived from epothilone A and B, 
and have cytotoxic and immunosuppressant activity. 

Dwg.O/0 

Title Terms: NEW; DERIVATIVE; USEFUL; CYTOSTATIC; PLANT; PROTECT- AGENT 
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Ring Index Numbers: 00561 ; 4001 4; 76869; 76870; 76871 ; 0001 2 
Generic Compound Numbers: 9727-00401 -N; 9727-00402-N; 9727-00403-N; 
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Epithilone derive, obtd. by cultivating soranglum cellulosum • are 
fungicides and fungistatics) for plant protection and pharmaceuticals 
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Abstract (Basic): DE 4 138042 A 

Epothilone derivs. of formula (I)* are new. In <l) R1 = H t 1-4C 
alkyl, 1-4C acyl, Li+, K+, Na+, 1/2Mg2+, or 1/2Ca2+; R2 = H or Me. 

(I) can be prepd. by (a) cultivating sorangium cellulosum strain 
So ce 90 in a medium contg. C and N source and mineral salts; (b) 
adding an adsorber resin either during or after cultivation; (c) sepg. 
the fermenter broth; (d) eluting the (I) from the adsorber resin; and 
(e) removing solvent(s) from the eluate immediately or after further 
purificn. steps; and opt. (f) purifying and separating the various 
cpds. (I) by high pressure/low pressure chromatography and/or 
recrystallisation. 

USE/ADVANTAGE - (I) can be used as plant protecting agents in 
agriculture, forestery and/or horticulture, esp. as fungicides or 
fungistatics. (I) can also be used as therapeutic agents which esp. 
have cytotoxic activity and/or immunosuppressive activity. No further 
details of the activity given, 
ber 
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Abstract (Equivalent): DE 4138042 C 

Epothilone cpds. of formula (I) are new. R1 is H, 1-4C alkyl, 
1-4C acyl, Li, K, Na, 1/2 Mg or 1/2 Ca; and R2 is H or CHS, Two 
epothilones , with specified NMR spectra (1 H and 13C), IR spectrum 
etc.; and empirical formulae C26H39N06S (493) and C27H41 N06S (507) are 
specifically claimed 

(I) are prepd by culturing strain So ce 90 in a medium contg. a 
source of C and N, and minerals; adding adsorbent resin; removing the 
ferment broght, eluting (I) from the resin removing solvent; etc.; and 
purifying and separating the (I) by HP/LP chromatography and/or 
recrystallisation. 

USE/ADVANTAGE - (I) are plant-protective agents and therapeutics 
with cytotoxic and immunosuppressive properties (claimed). 
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